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Részletes szakmai zárójelentés 
 
1. Humán pluripotens őssejtek és ABC transzporterek 
 
A projekt első évében, 2008-ban, elsőrendű feladatunk a humán embrionális őssejtek 
tenyésztésre és differenciáltatására alkalmas laboratóriumi körülmények megteremtése, 
valamint az őssejt-tuladonságokat és a differenciálódást jellemző markerek vizsgálatának 
beállítása volt. Ennek során létrehoztuk az első hazai laboratóriumot, amely megfelelő 
engedélyekkel rendelkezve alkalmas volt nemzetközi színvonalú humán pluripotens 
őssejtbiológiai munkák végzésére (lásd Apáti és mtsai, 2008). Mindez nélkülözhetetlen 
volt a membrán-transzporter vizsgálatok eredményes folytatásához a teljes projekt során. 
Az őssejtek membrán-fehérjéinek elemzéséhez kidolgoztuk a megfelelő sejtszeparáló 
módszereket. Vizsgálatainkban párhuzamosan alkalmaztunk áramlási citometriás és 
fluoreszcens mikroszkópos rendszereket. Ugyancsak beállítottunk nagykapacitású 
kvantitatív RT-PCR vizsgálatokat az mRNS expressziós szintek meghatározása 
érdekében. Az őssejtekben új rendszert dolgoztunk ki a transzpozon-alapú génbevitelre, 
annak molekuláris szintű követésére és speciális promóterek alkalmazására (Orbán és 
mtsai, 2009). Ennek során bizonyítottuk, hogy egy speciális promóter rendszer 
alkalmazásával, amelyet “double feature” (“egyet fizet-kettőt kap”) rendszernek 
neveztünk el, mind a nem-differenciálódott őssejtek, mind a kardiomiocita irányban 
differenciálódott sejtek jól megkülönböztethetők, követhetők és kiválogathatók. Ezt a 
lehetőséget gyakorlati irányultságú projektekben is alkalmazni kezdtük, mivel így az 
őssejtekből nagy mennyiségben és hatékonyan válogathatók ki a differenciáltatás során 
nyert, gyógyszervizsgálatokra alkalmas emberi kardiomiociták.  
A projekt során igazoltuk, hogy a humán embrionális őssejtekben az ABCG2 
transzporter nagymértékben kifejeződik. A fehérje kifejeződése először emelkedik, majd 
jelentősen csökken a humán embrionális őssejtek kezdeti differenciálódása során. 
Megállapítottuk, hogy az ABCG2 mRNS használata is különbözik a nem-
differenciálódott őssejtekben (Apáti és mtsai, 2008). Összehasonlító vizsgálatainkkal 
megállapítottuk, hogy a számos vizsgált drog-transzporter fehérje közül az ABCG2 a 
humán embrionális őssejteken kifejeződő legjelentősebb xenobiotikum transzporter. Az 
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őssejtekben kifejeződő ABC transzporterek tekintetében nemzetközi szintű vita alakult 
ki, amelyben különleges szerepet kapott a nagyérzékenységű módszerek megfelelő 
használata. Ebben a vitában eredményesen megvédtük korábbi álláspontunkat, és további 
eredményekkel alátámasztottuk az ABCG2 funkcionális szerepét az emberi pluripotens 
őssejtekben (Sarkadi és mtsai, 2010). 
A transzpozon-alapú génbevitel alkalmazása újdonságot jelentett az emberi pluripotens 
őssejtek genetikai módosításában, és új lehetőséget tárt fel a pontosan meghatározott 
kópiaszámú és genomiális helyzetű génbevitelre. Az ehhez kapcsolódó szakmai, 
metodikai és kísérleti eredményeket angol nyelven egy folyóiratközleményben (Kolacsek 
és mtsai, 2011), és egy könyvfejezetben (Orbán és mtsai, 2011) jelentettük meg. Átfogó 
angol nyelvű közleményt jelentettünk meg a humán pluripotens őssejtek 
gyógyszerfejlesztési és toxikológiai alkalmazásainak lehetőségéről egy nemzetközi 
folyóiratban (Szebeni és mtsai, 2011).  
 Az őssejtek vizsgálatához kapcsolódóan, a kutatások alapján a témavezetőt meghívták 
az Európai Gyógyszerügynökség (EMA) keretében 2009-ben megalakult “Committee for 
Advancad Therapies” (Fejlett terápiás készítményeket vizsgáló bizottság) nevű 
szervezetbe, amelyben Londonban magyar delegátusként vesz részt a havi véleményező 
üléseken. Mivel a bizottság jelentős szakmai munkát is végez, a tevékenységet és a 
kihívásokat ismertető átfogó tanulmányt, amelyben a témavezető is szerzőtárs, a Nature 
Reviews in Drug Discoveries folyóirat jelentette meg (Schneider és mtsai, 2010). 
 
II. ABC lipid transzporterek vizsgálata 
 
A lipid anyagcserében szerepet játszó ABC transzporterek közül az ABCG1 és az 
ABCA1 transzporter vizsgálatában értünk el eredményeket, amelyeket nemzetközi 
folyóiratokban közöltünk. Ugyancsak sor került ezen eredmények gyakorlati 
alkalmazására is. 
Az ABCG1 az ABCG alcsaládba tartozó, homodimerizációt, illetve az ABCG4 
fehérjével heterodimerizációt mutató transzporter. Munkánk során megállapítottuk, hogy 
az ABCG1 fehérje kifejeződése fontos szerepet játszik a sejtek apoptózis-indukciójában, 
valószínűleg a membrán lipidek destabilizációja révén (Seres és mtsai, 2008). Az 
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ABCG4 fehérje sejten belüli hatását, a heterodimerizáció biokémiai és funkcionális 
jellemzőit jelenleg is vizsgáljuk, ezen a téren egy közlemény előkészítés alatt áll.  
Az ABCA1 membránfehérje az Apolipoprotein A-val lép kölcsönhatásba és a sejtekből 
történő koleszterin eltávolításban van fontos szerepe. Az ABCA1 sejten belüli 
lokalizációjának követésére új módszert (HA-epitóp címkézést) dolgoztunk ki. Igazoltuk, 
hogy a fehérje funkciója és membrán lokalizációja ebben az esetben megőrződik, és a 
címkézett fehérje eredményesen alkalmazható gyógyszerhatások vizsgálatában (Kasza et 
al, 2010). Ez a munka jelenleg is folytatódik, elsősorban gyakorlati, gyógyszervizsgálati 
alkalmazások területén. 
 
III. ABC multidrog transzporterek daganatokban és daganat-őssejtekben – 
funkcionális vizsgálatok 
 
A projektben kiemelten vizsgáltuk a gyógyszerek hatásában, anyagcseréjében, az 
ellenük kifejeződő rezisztenciában szereplő ABC transzportereket. Követtük a daganatos 
sejtdifferenciálódás során bekövetkező molekuláris szintű változásokat, a gyógyszerek 
hatása és anyagcseréje tekintetében részletes elemzéseket adtunk a transzporterek és a 
drogok kölcsönhatásairól. A kísérleti munka során az ABCB1 (MDR1, PgP) fehérjével, 
és kiemelten az ABCG2 multidrog transzporter vizsgálatával foglalkoztunk. Erre 
elsősorban az adott motivációt, hogy ma már általánosan igazoltnak tekinthető az 
ABCG2 kiemelt jelentősége a daganat-őssejtekben kialakuló gyógyszer-rezisztencia 
tekintetében (lásd Szakács és mtsai, 2008, Arias és mtsai, 2011).  
Az ABCG2 fehérje homológia alapon az ABCG alcsaládba sorolható, 
homodimerizációt mutató multidrog transzporter fehérje. A molekuláris szintű biokémiai 
és funkcionális vizsgálatok érdekében előállítottuk és kifejeztettük az ABCG2 zöld 
fluoreszcens fehérjével (GFP-vel) címkézett változatát. Igazoltuk, hogy míg a C-
terminálishoz kapcsolt GFP gátolja a fehérje működését, az N-terminálishoz kapcsolt 
GFP-nek nincs ilyen hatása – mind a funkció, mind a membrán lokalizáció megőrződik. 
Így az ilyen módon címkézett fehérje alkalmas a pontos lokalizáció és a funkció együttes 
vizsgálatára (Orbán és mtsai, 2008). 
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A GFP címkézett fehérje egyedülálló lehetőséget biztosított a fehérje transzport 
mechanizmusának vizsgálatára is.  Ebben a rendszerben sikerült elemezni és matematikai 
modellekkel összevetve igazolni, hogy az ABCG2 transzporter közvetlenül a lipid 
kettősrétegből távolítja el az ott feldúsuló hidrofób drogot, a mitoxantront (Homolya és 
mtsai, 2011).   
Az ABCG2 multidrog transzporter molekuláris átalakulásainak vizsgálatára különleges 
lehetőséget adott az a korábbi felismerésünk, hogy a fehérje sejtfelszíni epitópjával 
kölcsönhatásba lépő monoklonális ellenanyag (5D3) konformáció-függő kölcsönhatást 
mutat. Bizonyítottuk, hogy az 5D3 ellenanyag ABCG2-vel történő kölcsönhatása a 
fehérjén belüli intramolekuláris átrendeződések függvénye, míg az ABCG2 
homodimerizáció (vagyis az intermolekuláris átrendeződés) nem befolyásolja a 
konformációs 5D3 epitóp változásait. Modellt alkottunk az 5D3 ellenanyaggal 
kölcsönhatásba lépő, sejtfelszíni fehérje hurok szerkezetére vonatkozóan is (Özvegy-
Laczka és mtsai, 2008). Nemzetközi együttműködésekben új adatokat szolgáltattunk az 
ABCG2 biogenézise és katalitikus működése során kiemelkedő fontosságú 
molekularészek tekintetében is (Polgár és mtsai, 2009, Hou és mtsai, 2009). Részletesen 
elemeztük az ABCG2 multidrog transzporter szubsztrátokkal fellépő kölcsönhatásait 
(Nathwany és mtsai, 2009, Katona és mtsai, 2009, Proháczkova és mtsai, 2011). 
 A munka során részletesen elemeztük az ABCG2 multidrog transzporter és a célzott 
antitumor gyógyszerek kölcsönhatásait. A jelátviteli folyamatokat, és elsősorban a tirozin 
kináz enzimeket specifikusan gátló rákellenes szerek új lehetőségeket nyitnak meg a 
daganatok kezelésében, de az ellenük kialakuló rezisztenciában az ABC transzporterek is 
jelentős szerepet kapnak (áttekintő közleményekként lásd Szakács és mtsai, 2008, 
Hegedűs és mtsai, 2009a, 2009b). Megvizsgáltunk a legújabban a kutatásból a klinikai 
alkalmazásba került olyan vegyületeket, amelyek a krónikus myeloid leukémiában a Bcr-
Abl fehérje kóros tirozin kináz aktivitását gátolják, így eredményesen alkalmazhatók a 
leukémia gyógyításában. Megállapítottuk, hogy a második generációs gátlószerek egy 
része is kölcsönhatásba lép az ABCG2, illetve az ABCB1 fehérjével, így ezen 
transzporterek működése fontos lehet a gyógyszer-rezisztencia kialakításában (Hegedűs 
és mtsai, 2009c). Jelenleg folyó, még nem közölt munkáinkban elsősorban az EGFR 
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receptor tirozin kináz jelpályához kapcsolódó, már kutatási vagy klinikai alkalmazásban 
álló vegyületek kölcsönhatásait vizsgáljuk az ABCG2 fehérjével.  
A közelmúltban a Nature hasábjain jelentős vita alakult ki arról, hogy az általános 
gyógyszerhatások, illetve toxikológiai hatások közvetítésében az aktív drog-
transzporterek működése vagy a membránok passzív permeabilitása a meghatározó 
tényező. Szerkesztői felkérés alapján ehhez a vitához történő hozzászólásunk jelent meg a 
Nature Reviews in Drug Discovery folyóiratban (Sarkadi és Szakács, 2010). A tirozin 
kináz gátlók és a transzporterek kölcsönhatásairól, ugyancsak felkérés alapján jelent meg 
részletes szakmai áttekintő, véleményformáló közleményünk (Brózik és mtsai, 2011).    
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